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( DE19634793A ) The following organic nitrates are new: 
N-benzoyl-0-[2,2-dimethyl-3-(nitrooxy)-1-oxopropyl]-L-serine ethyl ester (I); 
N,0-di[2,2-dimethyl-3-(nitrooxy)-1 -oxopropyl]-L-serine ethyl ester; 
N,S-di[2,2-dimethyl-3-(nitrooxy)-1-oxopropyl]-L-cysteine ethyl ester (II); 
N,S-di[2,2-dimethyl-3-[nitrooxy)-1-oxopropyl]-L-cysteinamide; 
N-acetyl-S-[2,2-dimethyl-3-(nitrooxy)-1 -oxopropyl]-L-cysteine ethyl ester; 
N,S-di[2,2-dimethyl-3-(nitrooxy)-1 -oxopropyl]-L-cysteine cyclohexyl ester; 
N-benzoyl-S-[2,2-dimethyl-3-(nitrooxy)-1-oxopropyl]-L-cysteine ethylester; 
N-acetyl-S-(2,2-dimethyI-3-(nitrooxy)-1 -oxopropyl]-L-cysteine cyclohexyl ester; 
S-(2,2-dimethyl-3-(nitrooxy)-1-oxopropyl]-2-mercaptobenzoic acid; 
N,S-di-[2,2-dimethyl-3-(nitrooxy)-1 -oxopropyl]-L-cysteine t-butyl ester. 
Use - The compounds inhibit platelet aggregation and reduce coronary perfusion 
pressure. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft neue organische Nitrate und Verfahren zu deren Herstellung. 
Organische Nitrate (Salpetersaureester) sind bewahrte Arzneistoff e zur Behandlung von Herzerkrankungen. 
5 Sie entf alten ihre Wirkung sowohl durch eine Herzentiastung liber eine Senkung von Vor- und Nachlast als auch 
eine Verbesserung der Sauerstoffversorgung fur das Herz uber eine Erweiterung der Koronarien. 

In den vergangenen Jahren wurde jedoch festgestellt, daB die in der Therapie eingesetzten klassischen 
organischen Nitrate wie Glyceroltrinitrat, Isosorbiddinitrat oder Isosorbid-5-mononitrat bei kontinuierlicher 
Zufuhr hoher Dosen innerhalb kurzer Zeit eine deutliche Abschwachung der Wirkung, die Nitrattoleranz, 
io aufweisen. 

EP 0 362 575 Al, EP 0 451 760 Al und WO 95/00477 Al offenbaren Nitrate, welche keine Nitrattoleranz ent- 
wickeln. Die beschriebenen Verbindungen sind alle aus Nitratoalkansauren und schwefelhaitigen Aminos&uren 
oder Peptiden zusammengesetzt, wobei die Carboxylgruppen der Nitratoalkansaure mit der Aminogruppe der 
Aminosaure oder des Peptides zu einem Saureamid verknupf t sind. 
is Die vorliegende Erfindung betrifft neue organische Nitratverbindungen, welche eine oder mehrere Nitrato- 
alkansauren und Aminosauren oder Peptide mit mindestens einer Thiol- oder Hydroxylgruppe oder Thiosalicyl- 
saure enthalten, wobei mindestens eine Nitratoalkansaure mit der Thiol- oder Hydroxylgruppe der Aminosaure 
oder des Peptides oder mit der Thiolgruppe der Thiosalicylsaure verestert ist Uberraschenderweise wurde fur 
diese Verbindungen gefunden, daB sie bereits in geringer Konzentration auBerst wirksam sind und insbesondere 
20 die Thrombozytenaggregation stark heramen. 

Die erfindungsgemaBen Verbindungen sind: 

N-BenzoyI-0-[2^-dimemyl-3-(mtrooxy)-l-oxopropyI]-L-serin-ethylester 

N.O-Di-f^-dimemyl-S^mtrooxyJ-l-oxopropyq-L-serin-emylester 
25 N5-Di^2^-dimethyl-3-(nitrooxy]hl -oxopropylf L-cystein-e thylester 

N3-Di-f2£-dimemyl-3-(iutrooxy)- 1 -oxopropyl]-L-cysteinamid 

N- Acetyl-S-[2^-dimethyl-3-(nitrooxy)- 1 -oxopropyl]~L-cystein-ethyle$ter 

N,S-Di-{2^ -dimethyl-3-(nitrooxy)- 1 -oxopropyi]-L-cystein-cyclohexyiester 

N-Benzoyl-S-[2^-dimetiiyl-3-(nitrooxy)-l-oxopropyl]-L-cystein-ethylester 
30 N-Acetyl-S-[^-diraethyl-3-(nitrooxy^l-oxopropyl]-L-cystem-cycIohexy 

S-[2^-ctoethyl-3-(nitrooxy)-l-oxopropyl]-2-mercaptobenzoesaure 

N3-Di-[2^-dimethyI-3-(nitrooxy)- 1 -oxopropyl]-L-cystein-tert-butylester 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 
35 Alle Verbindungen wurden mittels Protonen-entkoppelter 13 C-NMR-Spektroskopie (200 MHZ-Spektrome- 
ter) charakterisiert Die angegebenen Resonanzsignale sind bezogen auf CDCb (77.10 ppm) bzw. CD3OD 
(49.00 ppm). Soweit Feststoffe erhalten wurden, sind auch die Schmelzpunkte angegeben. 
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Beispiel 1 

Darstellung von N,S-Di-[2^-dimemyl-3-(nitrooxy)-l-oxopropyI]-L<ystein-ethylester 



Zu einer auf 2°C gekxihlten Losung von 83 g (30,0 mmol) N-(3-NitratopivaloyI)-L-cysteinethylester in 50 ml 
Dichlormethan wurden unter Ruhren eine Losung von 5,7 g (31,5 mmol) 3-Nitrato-pivaloylchlorid in 20 ml 

45 Dichlormethan zugegeben, wobei die Temperatur auf 9° C ansteigt Hierzu wurde unter Rfihren eine Losung von 
3,2 g (31,5 mmol) Triethylamin gelost in 20 ml Dichlormethan unter Eisbadkiihlung in ca. 15 Minuten zugetropft 
(exotherm und Triemylammoniumhydrochlorid fallt aus). Zur Vervollstandigung der Reaktion wurde uber 
Nacht bei Raumtemperatur geruhrt AnschlieBend wurde die Reaktionslosung nacheinander zweimal mit je 
10 ml 1 N Salzsaure, einmal mit 10 ml einer ca. 9%igen waBrigen Natriumhydrogencarbonat-Losung und einmal 

50 mit 10 ml entmineralisiertem Wasser gewaschen. Die Dichlormethan-Phase wurde am Rotations-Verdampfer 
bis zur Gewichtskonstanz eingeengt Der verbleibende olige Ruckstand von 13.2 g wurde durch praparative 
Saulenchromatographie mit einem Eluenten von 80 Methanol und 20 Wasser (V/V) uber eine RPis-Saule 
getrennt Die das Titelprodukt enthaltene Fraktion wurde am Rotations-Verdampfer eingeengt Der Ruckstand 
wurde zur azeotropen Trocknung in 100 ml Ethylacetat gelost und erneut am Rotavapor bis zur Gewichtskon- 

55 stanz eingeengt, wobei ein farbloser oliger Ruckstand von 9,2 g N,S-Di-(3-nitmopivaIoyl)-L-cystein-ethylester 
ubrig bleibt ( & 69.8% der Theorie). 

Elementaranalyse berechnet: 

C41.00%; H5.73%; N9-56°/o; O 36.41%; S730%; 
60 Elementaranalyse gefunden: 

C 40.94%; H5.79%; N9.6%; 03&5%; S7.15%. 

13 C-NMR(CDC1 3 ): 14.07, 2229, 22.45, 22.69, 22.76,30.14,41.94,49.29, 52.55, 62.22, 77.26, 78.00, 169.79, 174.18, 203.03. 
65 Beispiel 2 

Darstellung von N,S-Di-[2,2-duTiethyl-3-(nitrooxy)- 1 -oxopropyi]-L-cystein-cyclohexylester 
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Setzt man N-(3-NitratopivaIoyl)-L-cystein-cyclohexylester anstelle des in Beispiel 1 beschriebenen N-(3-Ni- 
tratopivaloyI)-L-cystein-ethylester ein erhalt man bei gleicher Reaktionsfuhrung und Aufarbeitung ein viskoses, 
farbloses Ol von N3-Di-(3-nitratopivaloyl)-L-cystein-cyclohexylester in 87,0%iger Ausbeute. 

Elementaranalyse berechnet: 

C4624%; H633%; N851%; 032.42%; S650%; 

Elementaranalyse gefunden: 

C 46.30%; H635%; N85%; 0323%; S65%. 

13 C-NMR(CDa 3 ): 2233, 2250, 22.72, 2282, 23.60, 25.24, 3026, 3135, 31.44, 41.94, 4929, 52.70, 535G, 74.96, 7729, 
78.01,16920,174.14,203.00. 

Beispiel 3 

Darsteilung von N-(Acetyl)-S-[2,2-dimethyl-3-(nitrooxy)- 1 -oxopropyl>L-cystein-cyclohexylester . 

Setzt man N-(Acetyl)-L-cystein-cyclohexyIester anstelle des in Beispiel 1 beschriebenen N-(3-Nitrato-piva- 
loyl)-L-cy$tein-ethylester ein erhalt man bei gleicher Reaktioiisfuhrung und Aufarbeitung ein farbloses 0! von 
N^Acetyl)-S<3-nitratopivaloyl)-L-cystein-cyclohexylester in 78,l%iger Ausbeute. 

Elementaranalyse berechnet: 

C4922%; H6.71%; N7.17%; 028.68%; S821%; 

Elementaranalyse gefunden: 

C4931%; H6.68%; N72%; 028.6%; S83%. 

13 ONMR(CDCb) 22.68, 22.94, 2353, 25.23, 30.72, 3129, 3139, 4924, 51.94, 7431, 7739, 16953, 170.11, 20208. 

Beispiel 4 

DarsteUung von NS-Di{2£-dimethyl-^ 

Setzt man N-(3-Nitratopivaloyl>-L-cysteinamid anstelle des in Beispiel 1 beschriebenen N-(3-Nitrato-piva- 
loyl)-L-cystein-ethylester ein erhalt man bei gleicher Reaktionsfuhrung und Aufarbeitung ein farbloses 01 von 
N3-Di-(3-nitratopivaloyl)-L-cysteinamid in 68,3%iger Ausbeute. 

Elementaranalyse berechnet: 

C3622%; H5.70%; N 1534%; 030.15%; S 12.09%; 
Elementaranalyse gefunden: 

C 36.29%; H 5.75%; N 15.7%; O30.1%; S 120%. 

13 C-NMR(CDCl3):2220, 2239, 2261, 2289, 30.25, 42.04,4932,50.68, 53.17, 7730, 7830, 171.98, 175.08, 20453. 

Beispiel 5 

Darsteilung von N,S-Di{2£-dimethyl-3^nitroo 

Setzt man N-(3-Nitratopivaloyl)-L-eystein-tert-butylester anstelle des in Beispiel 1 beschriebenen N-(3-Nitra- 
topivaloyl)-L-cystein-ethylester ein erhalt man bei gleicher Reaktionsffihrung und Aufarbeitung ein farbloses Ol 
von N,S-Di-(3-nitratopivaloyl)-L-cystein-tert-butylester in 73,5%iger Ausbeute. 

Elementaranalyse berechnet: 

C44.71%; H638%; N8.69%; 0 29.78%; S9.95%; 

Elementaranalyse gefunden: 

C4430%; H 6.79%; N 8.6%; 0293%; S9.9%. 

I3 C-NMR(CDCb): 2237, 22.44, 2270, 22.84, 27.93, 3034, 4135, 4929, 50.81, 5291, 7729, 78.04, 8336, 168.83, 174.04, 
20271. 

Beispiel 6 

Darsteilung von N,0-Di^22-dimethyl0^nitrooxy)-l^xopropyl>L-serin-ethylester 

Setzt man 0-(3-Nitratopivaloyl)-L-serin-ethylester anstelle des in Beispiel 1 beschriebenen N-(3-Nitratopiva- 
loyl)-L-cystein-ethylester ein erh&lt man bei gleicher Reaktionsfuhrung und Aufarbeitung ein farbloses Ol von 
N,0-Di-(3-nitratopivaloyI)-L-serin-ethylester in 50,5%iger Ausbeute. 

Elementaranalyse berechnet: 

C42.55%; H535%; N9S2%; 04157%; 
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Elementaranalyse gefunden: 

C 42.49%; H5.96%; N9S%; 041.5%. 

13 C-NMR(CDCb): 14.14, 22^8, 2239, 22.44, 4Z03, 42^3, 52.60,62.43,64.03,77^1,7739, 169.13, 174.07. 

5 

Beispiel 7 

Darstellung von N-(Ben2oyl)-S-[2 t 2-dimethyl-3-(nitrooxy)- 1 -oxopropyI]-L-cystein-ethylester 

io Setzt man N-(Benzoyl)-L-cystein-ethylester anstelle des in Beispiel 1 beschriebenen N-(3-Nitratopiva- 
ioyl)-L-cystein-ethylester ein erhSlt man bei gleicher Reaktionsfiihrung und Aufarbeitung (Eluent 70 Methanol 
und 30 entmineralisiertem Wasser V/V) ein farbloses 01 von N-(Benzoyl)-S-(3-intratopivaloyl)-L-cystein-ethyle- 
ster in 95,8%iger Ausbeute. 

15 Elementaranalyse berechnet: 

C5125%; H5.57%; N7.03%; O 28.11%; S8.05%; 

Elementaranalyse gefunden: 

C 51270/o; H 551%; N 7.0%; O 282%; S 8.0%. 

20 l3 C-NMR(CDCl3): 14.16, 22.69, 22.75, 30.70, 4928, 5259, 6227, 7729, 127.15, 128.68, 13139, 133.49, 167.06, 170.16, 
202.72. 

Beispiel 8 

25 Darstellung von N-(Acetyi)-S^2^-duTiemyl-3-(mtrooxy)-l-oxopropyl>L-cystem-ethylester 

Setzt man N-(Acetyl)-L-cystein-ethylester anstelle des in Beispiel 1 beschriebenen N-(3-Nitratopivaloyl)-L-cy- 
stein-ethylester ein erhalt man bei gleicher Reaktionsfiihrung und Aufarbeitung (Eluent 70 Methanol und 30 
entmineralisiertem Wasser V/V) ein farbloses Ol von N-(Acetyl)-S-(3-nitratopivaloyl)-L-cystein-ethylester in 
30 843%iger Ausbeute. 

Elementaranalyse berechnet: 

C4235%; H539%; N833%; 03330%; S933%; 
Elementaranalyse gefunden: 
35 C4231%; H532%; N8.4%; 0333%; S9.4%. 

t3 C-NMR(CDCl 3 ): 14.06, 22.64, 2Z68, 22S4, 3038,4921, 5131, 6209, 7736, 16937, 170.10, 202.17. 

Beispiel 9 

40 

Darstellung von N-(Benzoyl)-0-[2^-dimethyl-3-(nitrooxy)-l-oxopropyI]-Lrserin-ethylester 

3.02 g (12,73 mmol) N-(Benzoyl)-L-serin-ethylester wurden in 20 mi Tetrahydrofuran geldst und anschlieBend 
mit 231 g 3-Nitratopivaloylchlorid in 10 ml Tetrahydrofuran bei Raumtemperatur langsam versetzt, dabei fallt 

45 Triethylaniinhydrochlorid aus. Zur Vervollst&ndigung der Reaktion wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur 
geruhrt Dann wurde der ausgefallene Niederschlag abgesaugt Das Filtrat wurde eingeengt Die Substanz 
wurde durch Flashchromatographie an Kieselgel mit dem Eluenten Ethylacetat/n-Hexan 1/1 (V/V) gereinigt 
Die das Titelprodukt enthaltene Fraktion wurde am Rotationsverdampfer bis zur Gewichtskonstanz eingeengt, 
wobei ein farbloser oliger Rtickstand von 32 g N-(Benzoyl)-0-(3-nitratopivaloyl)hL-serin-ethyIester ubrig bleibt 

50 ( @s 65.1% der Theorie). 

Elementaranalyse berechnet: 
C 53.40%; H5.80%; N733%; O 33.47%; 
Elementaranalyse gefunden: 
55 C 5235%; H 530%; N 7.4%; 0333%. 

13 C-NMR(CDCl3): 13.77, 21.86, 21.92, 4132, 52.1 1, 6137,64.06, 77.20, 12637, 12828, 131.62, 13321, 169.07, 1 73.70. 

Beispiel 10 

60 

Darstellung von S^2^-dimethyl-3-(nitrooxy)-l-oxopropyl]-2-mercaptobenzoesaure 

7,7 g (50 mmol) 2-Mercaptobenzoesaure wurden in 40 ml Wasser suspendiert und durch Zugabe einer Ldsung 
von 4,4 g (1 10 mmol) Natriumhydroxid in 40 ml Wasser aufgeldst AnschlieBend wurden bei ca. 0°C eine Ldsung 
65 von 10.9 g (60 mmol) 3-Nitratopivaloylchlorid in 10 ml Tetrahydrofuran zugetropft Man lafit die Ldsung auf 
Raumtemperatur aufwarmen, riihrt 15 Stunden nach und sauert das Reaktionsgemisch mit einer Ldsung von 
10 ml konz. Salzsaure in 100 ml Wasser auf pH = 1 an. Das dabei ausgefallene Produkt wurde abgesaugt Das 
getrocknete Rohprodukt (15.5 g) wurde in 20 ml Ethylacetat und 5 ml Tetrahydrofuran geldst Dabei unlosliche 
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Bestandteile wurden durch eine mit Kieselgel gefiillte Fritte abgesaugt und mit Ethylacetat nachgewaschen. 
Nach dem Einengen des Filtrats wurde aus 10 ml Ethylacetat und 20 ml rj-Hexan umkristallisiert wobei man 
105 g S-(3-NitratopivaIoyI)-2-mercaptobenzoesaure mit einem Schmelzpunkt von 116,2 0 C in 70,0%iger Aus- 
beute erhalt 

Elementaranalyse berechnet: 

C48.16%; H438%; N4.68%; 032.07%; S 1071%; 

Elementaranalyse gefunden: 

C48.20%; H435%; N4.7%; 032.0%; S 10.6%. 

,3 C-NMR(CDCl3/CD30D, 1 : 1, VP/): 22.79, 50.08, 78.00, 127.75, 13032, 131.66, 13243, 13636, 137.76, 169.10, 
20158. 

Pharmakologische Daten 
Hemmung der Thrombozytenaggregation in vitro 

Der Thrombozytenaggregationsassay wurde an gewaschenen humanen Thrombozyten durchgefuhrt, weiche, 
wie von Radomski M.W„ et aL, Thromb. Res. 30, 383-9 (1983) beschrieben, hergesteiit wurden. Die Aggregation 
wurde von Kollagen ausgeldst und spektroskopisch in einem Aggregometer verfolgt Die Thrombozytenaggre- 
gation wurde in Gegenwart verschiedener Nitrate bestimmt, wobei eine konzentrationsabhangige Hemmung 
der Aggregationsneigung gemessen wurde. Fur jede Substanz wurde der IQo-Wert ermittelt, welcher durch 
diejenige Konzentration derTestsubstanz definiert ist, bei der eine 50%ige Hemmung eintritt 

Nachfolgende Tabelle enthalt die ICso-Werte einer beispielhaft ausgewahlten Verbindung sowie fur die 
bekannten Verbindungen Isosorbid-5-mononitrat, 2^-Dimethyl-3-(nitrooxy)-propansaure und N-[2^-DimethyI- 
3-(nitrooxy)-oxopropyI]-N-acetylglycyl-L-cystein-ethyIesten 

Tabelle 1 

Substanz Hemmung der Collagen-induzierten 

Thrombozytenaggregation an gewaschenen 
PlattchenlCsoQiM] 

N,0-Di-[2^-dimethyl-3-(nitrooxy)-l-oxopropyl>L-se- 53±12 
rin-ethylester 

2,2-Dimemyl-3-(nitrooxy)-propansaure > 100 

N-[2^-Dimethyl-3-(nitrooxy>-oxopropyl>N-acetyl- 793 
glycyl-L-cystein-ethylester 

Es ist offensichtlich, daB die erfindungsgemaBe Verbindung eine deutlich starkere Hemmung der Thrombozy- 
tenaggregation aufweist als die bekannten Verbindungen. 

Wirkung auf den koronaren Perf usionsdruck am Langendorff-Herzen 

Die Wirkung auf den KoronarfluBanstieg bzw. die Reduktion des koronaren Perfusionsdrucks wurde an 
isoliert praparierten Rattenherzen (Langendorff-Praparation) untersucht Die Herzen wurden mit oxygenierter 
(95% 0 2 /5% C0 2 ) Krebs-Henseleitlosung (pH = 7.4) bei 37° C perfundiert Nach Erreichen eines stabilen 
basalen koronaren Perfusionsdrucks wurden Testsubstanzen in aufsteigenden Konzentrationen als kontinuierii- 
che Infusionen zugegeben, wobei vor Gabe der nachsthdheren Konzentration das Erreichen einer stabilen 
Herzantwort abgewartet wurde. Der Zusatz eines Nitrats bewirkt hierbei eine Koronardilatation und somit ein 
Absinken des Koronarwiderstands bzw. Perfusionsdrucks. Es wurden die Resultate als prozentuale Reduktion 
des basalen koronaren Perfusionsdrucks ausgedruckt ECio ist die Testsubstanzkonzentration, die hierbei einen 
10%igen Effekt bewirkt 

Tabelle 2 

Substanz Reduzierung des koronaren Perfusionsdrucks am 

isolierten Rattenherzen (Langendorffpraparation) 
ECioljiM] 

N,0-Di-[22-dimethyi-3-(nitrooxy)-l-oxopropyl]-L-se- 5 
rin-ethylester 

2,2-Dimethyl-3-(mtrooxy)-propansaure 400 
N-[2,2-Dimethyl-3-(nitrooxy)-oxopropyI]-N-acetyl- 20.0 
glycyl-L-cystein-ethylester 
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Patentanspruch 

Organische Nitrate, dadnrch gekennzeichnet, daB sie folgende Verbindungen darstellen: 
N«Benzoyl-0^2^-dimethyl-3^nitrooxy)-l-oxopropyl]-L-serin-et 
N,0-Di-[2^-dimethyl-3-(nitrooxy)-l-oxopropyl>L-serin-ethylester 
N£-Di-[2£<Iimethyl-3^mtro^^ 

N3-Di-[2^-dimethyl-3^nitrooxy)-l<>xopropyl]-L-cysteinamid 

N-Acetyl-S{2>dimethyl-3^i^ 

N£-DK2£-ctaethyl-3-(mtt^^ 

N-Benzoyl-S-[2£-dimethyl-3^nitro^ 

N-Acetyl-S{2,2-dimethyl-3^iutroox^^ 

S^2^-dimetfayl-3-(nitrooxy)-l-oxopropyl]-2-mercaptoben2oesaure 
N3-Di-[2£-dimethyl-3-(mtiw^ 



